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Unter Narkose mit Isofluran sowie Sevofluran herrscht eine
”
Luxusdurchblutung des Ge-
hirns“, da diese volatilen Ana¨sthetika einen zerebral vasodilatierenden Effekt ausu¨ben.
Es wird angenommen, dass dieser Effekt durch NO vermittelt wird, da bei Ma¨usen
unter Narkose mit Isofluran die Zunahme des zerebralen Blutflusses durch Gabe ei-
nes unspezifischen NO-Synthase(NOS)-Inhibitors deutlich vermindert wird. Bei Ratten
fu¨hren Narkosen mit Isofluran und Sevofluran zu einem Anstieg der NO-Konzentration
im zerebralen Kortex, was ebenso durch die Gabe eines unspezifischen NOS-Inhibitors
reduziert wird. Daru¨ber hinaus wird beobachtet, dass bei Ratten, die als Kontrollgruppe
dienen, das zerebrale Blutvolumen unter repetitiver Isofluran Monoana¨sthesie sukzessive
zunimmt. Ziel dieser Arbeit war es, in Zellkultur humaner zerebraler Endothelzellen her-
auszufinden, ob die sukzessive Zunahme des zerebralen Blutvolumens unter wiederholter
Ana¨sthesie mit volatilen Ana¨sthetika durch den NO-Pathway der zerebralen Endothel-
zellen vermittelt wird.
Hierfu¨r wurden hCMEC/D3-Zellen, eine immortalisierte Zelllinie humaner zerebraler
Endothelzellen mit spezifischen Eigenschaften der Blut-Hirn Schranke (BHS), ein-, zwei-
oder dreimal fu¨r je eine Stunde im Abstand von 12 Stunden 1 oder 2 MAK Isofluran oder
Sevofluran ausgesetzt. Anschließend wurde jeweils die NO-Produktion im Zellmedium
mittels kolorimetrischem Griess-Assay und GC-MS-Messung sowie die eNOS- und die
iNOS-Expression mittels Western-Blot analysiert.
Es konnte jedoch kein Effekt nachgewiesen werden. Hierbei bleibt unklar, worin dies
begru¨ndet ist. Denkbar wa¨re zum einen, dass der in vivo beobachtete Anstieg der NO-
Konzentration nicht auf Endothelzellen sondern auf Neurone oder Glia-Zellen zuru¨ck-
zufu¨hren ist. Zum anderen ko¨nnte dies darin begru¨ndet sein, dass die komplexen BHS-
spezifischen Eigenschaften der Zelllinie hCMEC/D3 in Kultur zumindest teilweise einer
Dedifferenzierung unterliegen.
Anhand von Versuchen mit Hypoxie wurde daru¨ber hinaus gezeigt, dass signifikante
Unterschiede in der eNOS-Expression, falls vorhanden, mit unseren Versuchen messbar
sind. Das Verhalten der hCMEC/D3, mit einem signifikanten Abfall der eNOS-Expression
(von 1,93 ± 0,69 auf 1,02 ± 0,38 unter Hypoxie (p < 0,05)) und ausbleibendem An-
stieg der iNOS-Expression unter 24-stu¨ndiger Hypoxie, konnte jedoch nicht eindeutig
dem in der Literatur beschriebenen Verhalten anderer zerebraler Endothelzellen oder
Endothelzellen anderer Ko¨rperregionen zugeordnet werden. Dies spricht mo¨glicherweise
dafu¨r, dass die hCMEC/D3 einer Dedifferenzierung unterlagen.
Ku¨nftige Untersuchungen mit nicht immortalisierten zerebralen Endothelzellen ko¨nnen
u¨ber den Zusammenhang zwischen Expositionen mit volatilen Ana¨sthetika und der





Die moderne operative Medizin wie wir sie heute kennen, wa¨re ohne die Entdeckung und
Entwicklung von Ana¨sthetika unmo¨glich gewesen. Der Grundstein hierfu¨r wurde 1842
von Crawford W. Long gelegt: er entdeckte die ana¨sthetische Potenz des Dia¨thyla¨thers.
(Nach [13], [9].) 4 Jahre spa¨ter fand die erste erfolgreiche o¨ffentliche Demonstration ei-
ner schmerzfreien Operation am spontan atmenden Patienten in A¨therana¨sthesie durch
William T.G. Morton statt [7]. Fu¨r ca. 100 Jahre blieb die A¨therana¨sthesie das Mittel
der Wahl bei der Durchfu¨hrung operativer Eingriffe.
Ab den 1940ern ermo¨glichten neue Kenntnisse der organi-
Abb. 1: Strukturformel
von Isofluran
schen Chemie die Entwicklung unterschiedlicher Moleku¨le
mit ana¨sthetischer Potenz. Hinzu kam ein breiterer Wissens-
stand der Pharmakokinetik volatiler Ana¨sthetika, was zum
Ersatz chlorhaltiger Verbindungen mit fluorhaltigen Verbin-
dungen fu¨hrte, da diese die Blutlo¨slichkeit herabsetzen und
somit eine Verku¨rzung der Ein- und Ausleitungsphase der
Narkose sowie eine bessere intraoperative Steuerung der Nar-
kosetiefe ermo¨glichten. (Nach [13].)
1.2 Eigenschaften von Isofluran und Sevofluran
Isofluran und Sevofluran sind heute die am meisten verwen-
Abb. 2: Strukturformel
von Sevofluran
deten volatilen Ana¨sthetika in den Industrienationen. Ihre
Strukturformeln sind in Abb. 1 und 2 dargestellt. Bei beiden
Substanzen handelt es sich um halogenierte Methyl-Ether,
die eine hohe molekulare Stabilita¨t besitzen, weder brennbar
noch explosiv sind und bei Raumtemperatur als Flu¨ssigkeit
vorliegen. Weitere physikalische und chemische Eigenschaf-
ten von Sevofluran und Isofluran sind in Tab. 1 zusammengefasst.
Sowohl Isofluran als auch Sevofluran sind wegen der raschen Anflutung bei kleinen
Blut/Gas-Verteilungskoeffizienten zur Narkose-Einleitung und -Aufrechterhaltung prin-
zipiell geeignet, wobei die Einleitung mit Isofluran (ca. 7 bis 10 min) im Vergleich zu




Siedepunkt (bei 760 mm Hg) 48,5 ◦C 58,6 ◦C
Geruch stechend angenehm
Spezifisches Gewicht (bei 25 ◦C) 1,50 1,53
Dampfdruck (bei 25 ◦C) 295 mm Hg 197 mm Hg
Blut/Gas-Verteilungskoeffizient 1,4 0,63
Gehirn/Blut-Verteilungskoeffizient 1,6 1,7
MAK (Alter ca. 40 Jahre) 1,15 % 2,05%
Metabolisierung < 0,2 % < 5 %
Tab. 1: Physikalische und chemische Eigenschaften von Isofluran und Sevofluran.
Aus [13].
Isofluran: Wegen des stechenden Geruchs wird es zur Narkose-Einleitung mit einem
kurzwirkenden intraveno¨sen Ana¨sthetikum kombiniert. Die MAK-Werte (minimale al-
veola¨re Konzentration, die bei 50 % der Patienten eine Abwehrreaktion auf einen de-
finierten Schmerzreiz unterdru¨ckt) sind altersabha¨ngig und vermindern sich fu¨r beide
Substanzen mit zunehmendem Lebensalter. Beide Substanzen werden hauptsa¨chlich un-
vera¨ndert u¨ber die Lunge ausgeschieden. Wa¨hrend beim Isofluran nur ein sehr geringer
Anteil (< 0,2 %) in der Leber zu Fluorid, Chlorid und Trifluoressigsa¨ure metabolisiert
wird, ist dieser Anteil beim Sevofluran mit < 5 % etwas gro¨ßer. Sevofluran wird zu
Fluorid, CO2 und Hexafluoridisopropanol abgebaut. Damit liegt die Fluoridkonzentra-
tion im Blut unter Sevofluran-Narkose deutlich ho¨her als bei Isofluran. Obwohl Fluorid
potentiell nephrotoxisch ist, wurde auch bei Sevofluran kein klinisch signifikanter Effekt
auf die Nierenfunktion beobachtet. Mit zunehmender Narkosetiefe nehmen Atemdepres-
sion und Blutdruckabfall bei beiden Ana¨sthetika dosisabha¨ngig zu. Wegen ihrer zerebral
vasodilatierenden Wirkung sollten Isofluran und Sevofluran bei Patienten mit erho¨htem
Risiko eines intrakraniellen Druckanstiegs mit Vorsicht verwendet werden. (Nach [13]
sowie den Fachinformationen fu¨r Sevorane (Sevofluran) und Forene (Isofluran).)
1.3 Wirkmechanismen von Isofluran und Sevofluran
Seit Ende des 19. Jahrhunderts hielt sich die Einheitstheorie der Ana¨sthesie, die besagte,
dass allen volatilen Ana¨sthetika ein einheitlicher Wirkmechanismus zugrunde liegt. Es
wurde angenommen, dass volatile Ana¨sthetika eine unspezifische Wirkung an hydropho-
ben Lipidkomponenten der Zelle ausu¨ben. Gestu¨tzt wurde diese Hypothese durch die
Meyer-Overton Regel (um 1900), die eine enge Korrelation zwischen Fettlo¨slichkeit und
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ana¨sthetischer Potenz beschreibt.
Inzwischen wurden etliche Wirkorte auf molekularer Ebene identifiziert, so dass diese
Theorie verlassen wurde. Vielmehr geht man gegenwa¨rtig davon aus, dass Ana¨sthetika
die Wirkung inhibitorischer postsynaptischer Ionenkana¨le versta¨rken und die Wirkung
exzitatorischer postsynaptischer Ionenkana¨le inhibieren, wodurch letztlich die neuronale
Reizweiterleitung gehemmt wird. Die einzelnen Ana¨sthetika unterscheiden sich dabei
in dem Muster, welche Rezeptoren moduliert werden. So versta¨rken die halogenier-
ten Ether, zu denen Isofluran und Sevofluran geho¨ren, die inhibitorischen GABAA-
und Glycin-Rezeptoren, wa¨hrend die exzitatorischen nikotinergen Acetylcholin- und
Glutamat-Rezeptoren inhibiert werden. (Nach [11].)
2 Neurologischer Hintergrund
2.1 Die Blut-Hirn Schranke: Aufbau und Eigenschaften
Im Gegensatz zu anderen Ko¨rperregionen wird der Stoffaustausch zwischen Blut und
Umgebung im Zentralnervensystem (ZNS) durch die Blut-Hirn Schranke (BHS) einge-
schra¨nkt und kontrolliert. Dies sichert die Aufrechterhaltung des zerebralen ionalen und
metabolischen Gleichgewichts, das fu¨r die neuronalen Funktionen beno¨tigt wird.
Die Entdeckung der Blut-Hirn Schranke nahm ihre Anfa¨nge in der zweiten Ha¨lfte des
19. Jahrhunderts. Damals injizierte Paul Ehrlich wasserlo¨sliche Farbstoffe intraveno¨s
und stellte fest, dass sich sa¨mtliche Organe des Ko¨rpers dadurch anfa¨rben ließen - mit
einer Ausnahme: das ZNS blieb ungefa¨rbt [20]. 1967 wurde die besondere Rolle der
Tight Junctions zerebraler Endothelzellen bei der Ausbildung der Barrierefunktion der
BHS bewiesen [53]. Dass die BHS jedoch als
”
funktionelle Einheit mehrerer Zelltypen“
gesehen werden muss, machten folgende Versuche klar: La¨ßt man Endothelzellen des
ZNS in verpflanztes Gewebe einwachsen, das nicht aus dem ZNS stammt, so verlieren
die Endothelzellen ihre Eigenschaften der BHS. Umgekehrt werden Endothelzellen, die
nicht urspru¨nglich im ZNS angelegt wurden, von verpflanztem neuronalem Gewebe dazu
angeregt, Eigenschaften der BHS auszubilden [62].
Zerebrale Kapillaren unterscheiden sich von Kapillaren anderer Ko¨rperstellen unter an-
derem durch das Fehlen von Fenestrationen, sie besitzen eine besonders hohe Dichte
an Perizyten und sind fast komplett mit Astrozytenfortsa¨tzen bedeckt. Daru¨ber hin-
aus nehmen auch die Neurone Einfluß auf die Hirnkapillaren [30]. Deshalb spricht man
heutzutage auch von einer
”
Neurovaskula¨ren Einheit“ aus Endothelzellen, Perizyten,
Astrozyten, Mikrogliazellen und Neuronen [18].
Im Folgenden werden die Eigenschaften zerebraler Endothelzellen, die fu¨r die Ausbildung
der BHS verantwortlich sind, genauer erla¨utert:
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Tight Junctions: Tight Junctions (auch
”
Zonula occludens“ genannt) sind Verbindun-
gen einer Zelle mit ihren Nachbarzellen zur Abdichtung von Grenzfla¨chen in Epi-
thelien. Daru¨ber hinaus sorgen Tight Junctions fu¨r eine Polarisierung der Epithel-
zellen, in dem sie die Diffusion von Membrankomponenten vom luminalen in den
basolateralen Bereich der Zellmembran und umgekehrt verhindern. Tight Juncti-
ons sind aufgebaut aus mehreren Stra¨ngen integraler Membranproteine (Claudine,
Occludin), die an die entsprechenden Proteine der Nachbarzelle binden und so den
parazellula¨ren Transport einschra¨nken, wobei die Durchla¨ssigkeit mit steigender
Strangzahl abnimmt.
”
Zonula occludens“-Proteine (ZO-1, ZO-2, ZO-3) verbinden
die integralen Membranproteine mit dem Aktin-Zytoskelett [35]. Insbesondere er-
niedrigt die Expression von Occludin in den Tight Junctions der zerebralen Endo-
thelzellen die parazellula¨re Permeabilita¨t und sorgt fu¨r einen hohen transepithe-
lialen elektrischen Widerstand [66].
Stoffaustausch u¨ber die BHS: Die fehlende Fenestration zerebraler Endothelzellen
sowie die Einschra¨nkung der parazellula¨ren Permeabilita¨t durch Tight Junctions
bedingen, dass der Stoffaustausch u¨ber die BHS weitestgehend transzellula¨r statt-
finden muss.
Transzytose und Endozytose: Die Dichte an endozytotischen Vesikeln in ze-
rebralen Endothelzellen ist deutlich niedriger als im Endothel anderer Orga-
ne [53], [61]. In Vesikeln werden Ionen und kleinere lo¨sliche Moleku¨le mit-
tels Pinozytose transportiert, der gerichtete Transport von gro¨ßeren Mo-
leku¨len wird u¨ber Rezeptoren vermittelt. Bei den Vesikeln kann man Ca-
veolae und Clathrin-gecoatete Vesikel unterscheiden. Bei Caveolae handelt
es sich um 50 bis 100 nm große Mikroinvaginationen der Zellmembran, die
sich als Vesikel ins Innere der Zelle abkapseln und mit anderen Vesikeln oder
der Zellmembran fusionieren ko¨nnen. Die luminale Membran entha¨lt Rezep-
toren z.B. fu¨r Lipoproteine (LDL und HDL) und Insulin, die sich vermut-
lich u¨ber einen Caveolae-assoziierten Mechanismus von der Zellmembran in
Vesikeln organisiern und mit der basolateralen Zellmembran wieder fusionie-
ren. Caveolae scheinen so die Rezeptor-vermittelte Transzytose von LDL [17],
HDL [4] und Insulin [50] u¨ber die BHS zu regeln. Im Gegensatz dazu findet
die Rezeptor-vermittelte Endozytose von LDL, wenn wa¨hrend der Wachs-
tumsphase Cholesterin fu¨r den Aufbau der Zellmembran beno¨tigt wird, u¨ber
Clathrin-gecoatete Vesikel statt [17].
Transportproteine und Ionenkana¨le: Neben Lipoproteinen mu¨ssen weitere es-
sentielle Na¨hrstoffe wie Glucose und Aminosa¨uren die Blut-Hirn Schranke
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passieren. Man unterscheidet dabei den passiven Transport entlang des Kon-
zentrationsgefa¨lles (und bei Ionen des elektrischen Potentials) und den akti-
ven, energieverbrauchenden Transport. Glucose gelangt passiv u¨ber den Glut-
1 Transporter u¨ber die BHS [8] und wird insulinabha¨ngig u¨ber Glut-4 [37] und
insulinunabha¨ngig u¨ber Glut-3 [40] in Neurone aufgenommen. Auch fu¨r Ami-
nosa¨uren existieren Transportsysteme u¨ber die BHS [49]. Die Aufrechterhal-
tung des ionalen Gleichgewichts in der intestitiellen Hirnflu¨ssigkeit wird ak-
tiv durch die Na+/K+-ATPase in der basolateralen Membran der zerebralen
Endothelzellen erreicht, in engem Zusammenspiel mit weiteren Transportern
bzw. Ionenkana¨len [23]. Mo¨glicherweise gewa¨hrleistet hierbei die besonders
hohe Dichte an Mitochondrien der Endothelzellen der BHS die Aufrecht-
erhaltung der aktiven Pumpleistung entgegen Konzentrationsunterschieden
u¨ber die BHS [47].
Efflux-Transporter: Daru¨ber hinaus besitzt das Endothel des ZNS eine Rei-
he von aktiven Efflux-Transportern, die potenziell neurotoxische Substanzen,
die im Gehirn entstanden sind oder die aufgrund ihrer Struktur (Lipophi-
lie) ins Gehirn gelangt sind, aus dem Gehirn pumpen. So werden zahlreiche
Medikamente wie Chemotherapeutika, Antimykotika, Antidepressiva, Anti-
epileptika, u.v.m. von den Efflux-Transportern wieder aus dem Gehirn aus-
geschleust [5]. P-Glykoprotein (P-gp) ist der Efflux-Transporter, der als erstes
entdeckt und am meisten beforscht wurde [39]. Er geho¨rt zur Superfamilie der
”
ABC-Transporter“ (ATP Binding Cassette), die ihre Substrate unter ATP-






Multidrug Resistance“ steht. F. Schlachetz-
ki und W.M. Pardridge konnten zeigen, dass P-gp im Gehirn nicht nur in der
Endothelzellmembran sondern auch in Astrozyten lokalisiert ist [57], was auf
einen ubiquita¨ren Entgiftungsmechanismus des Gehirns hindeutet.
2.2 Die Blut-Hirn Schranke: in vitro Modelle
Bei dem Versuch Zellkulturen zerebraler Endothelzellen herzustellen, musste man fest-
stellen, dass die BHS-spezifischen Eigenschaften oftmals nicht ausgebildet wurden bzw.
dass zerebrale Endothelzellen in Kultur rasch einer Dedifferenzierung unterlagen. Dem
entgegenzuwirken gelang z.B durch Co-Kultivierung der Endothelzellen mit Astrozyten
[31] oder durch Verwendung von Medium, das vorher durch Astrozyten gepra¨gt wur-
de [54]. Die in dieser Arbeit verwendete immortalisierte Zelllinie hCMEC/D3 wurde so
selektiert, dass sie die meisten spezifischen Eigenschaften der Blut-Hirn Schranke auch
ohne Co-Kultivierung mit Astrozyten beibeha¨lt [65].
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2.3 NO-Synthasen und ihre Wirkung im Gehirn
Abb. 3: NO-Pathway: Das durch die endotheliale NO-Synthase gebildete NO diffundiert
in die benachbarten glatten Muskelzellen, aktiviert dort die Guanylat-Zyklase, die cGMP er-
zeugt. cGMP aktiviert die cGMP-abha¨ngige Proteinkinase G, die Zielproteine phosphoryliert
und dadurch in ihrer Aktivita¨t vera¨ndert. Als Folge davon sinkt die Konzentation des intrazel-
lula¨ren Calciums, was zu einer Relaxation der glatten Muskulatur der Blutgefa¨ße und damit
zu Vasodilatation fu¨hrt. (Nach [1], [14], [22].)
Die NO-Synthasen (NOS) katalysieren die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) aus Ar-
ginin. Es gibt 3 verschiedene Isoformen der NO-Synthasen im menschlichen Ko¨rper.
Zuna¨chst wurde angenommen, dass zwei dieser Isoformen konstitutiv aktiv wa¨ren und
unterschied sie von der induzierbaren NO-Synthase (iNOS). Die beiden konstitutiv akti-
ven Formen wurden zuna¨chst im Endothel (eNOS) [52] und den Neuronen (nNOS) [10]
gefunden. Inzwischen weiß man, dass alle drei Isoformen durch unterschiedliche Stimuli
induziert werden ko¨nnen und nicht ausschließlich in dem Gewebe produziert werden,
wo sie zuerst entdeckt wurden. Die Namen eNOS, iNOS und nNOS haben sich dennoch
gehalten. (Nach [42].)
Wa¨hrend der eNOS prima¨r neuroprotektive Wirkungen des NO zugeschrieben werden,
wie Regulation des zerebralen Blutflusses durch Vasodilatation (vgl. Abb. 3), bringt
man die nNOS und die iNOS mit Neurotoxizita¨t bei u¨berschießender NO-Produktion
in Zusammenhang [56]. NO stellt ein reaktives freies Radikal dar, das mit Superoxid-
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anionen, die bei entzu¨ndlichen Reaktionen ebenfalls gebildet werden, zum hochtoxischen
Peroxynitrit reagiert [19]. NO kann daru¨ber hinaus mit der Thiol-Gruppe von Cysteinen
reagieren und so die S-Nitrosylierung von Proteinen auslo¨sen [60], was sowohl physio-
logische als auch pathophysiologische Effekte, insbesondere Neurotoxizita¨t, zur Folge
haben kann [43].
Beim ischa¨mischen Schlaganfall z.B. vergro¨ßert sich das Infarkt-Areal in eNOS-Knockout-
Ma¨usen [32], wa¨hrend sich das Infarkt-Areal in nNOS- und iNOS-Knockout-Ma¨usen
verkleinert. Die nNOS spielt hierbei in der akuten Phase eine Rolle [33], wa¨hrend die
iNOS erst in der post-ischa¨mischen Periode exprimiert wird [34].
2.4 NO-Synthasen in Endothelzellen unter Hypoxie
Auch in Zellkultur zerebraler Endothelzellen wurde gefunden, dass die iNOS-Expression
unter Hypoxie signifikant und die eNOS-Expression ebenfalls leicht ansteigt [41]. In
Zellkultur humaner Endothelzellen, die nicht zerebralen Ursprungs sind, wurde eben-
so gefunden, dass die iNOS-Expression unter Hypoxie ansteigt; die eNOS-Expression
nimmt unter Hypoxie hingegen ab [44], [48]. Daru¨ber hinaus wurde gezeigt, dass eine
Aktivita¨tsabnahme der eNOS unter Hypoxie mit einer Vera¨nderung des Phosphorylie-
rungszustandes der eNOS einhergeht [48].
2.5 Wirkung volatiler Ana¨sthetika auf das Gehirn
Isofluran und Sevofluran fu¨hren dosisabha¨ngig zu einer zerebralen Vasodilatation. Hier-
bei nimmt der zerebrale Blutfluss unter Sevofluran- bzw. Isofluran-Narkose weniger ab
als der zerebrale Sauerstoff-Verbrauch. Dieser Effekt gewa¨hrleistet eine
”
Luxusdurch-
blutung“ [13] des Gehirns unter Narkose und ist unter Isofluran beim Menschen etwas
gro¨ßer als unter Sevofluran [3]. Die zerebrale Vasodilatation scheint durch NO vermit-
telt zu werden: In Ratten fu¨hren Narkosen mit Isofluran und Sevofluran zu einem An-
stieg der NO-Konzentration im zerebralen Kortex, der durch einen unspezifischen NOS-
Inhibitor abgeschwa¨cht wird [6]. In Ma¨usen konnte gezeigt werden, dass die Zunahme
des zerebralen Blutflusses unter Isofluran-Narkose durch die Gabe des unspezifischen
NOS-Inhibitors Nomega-nitro-L-arginin (L-NNA) deutlich vermindert wurde. Der zere-
brale Blutfluss nahm auch in nNOS-Knockout-Ma¨usen unter Isofluran-Narkose deutlich
zu und wurde in niedrigen bis mittleren Konzentrationen ebenfalls durch L-NNA ver-
mindert. Bei hohen Isofluran-Konzentrationen konnte L-NNA die Isofluran-abha¨ngige
Vasodilatation jedoch nicht beeinflussen [46]. Daru¨ber hinaus wurde gefunden, dass
die vermehrte NO-Produktion im zerebralen Kortex von Ratten unter Isofluran- und
Sevofluran-Narkose nicht durch einen spezifischen Inhibitor der nNOS, hingegen schon
durch einen spezifischen Inhibitor der iNOS vermindert werden kann [58]. Diese bei-
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den Ergebnisse legen nahe, dass die durch volatile Ana¨sthetika vermittelte zerebrale
Vasodilatation nicht durch die nNOS ausgelo¨st wird.
Abb. 4: MRT-Kontrastmitteleinstrom in die kontralaterale Großhirnhemispha¨re
scheinoperierter, mehrfach narkotisierter Ratten: Signalintensita¨t (zerebrales Blutvo-
lumen + extravasales Kontrastmittel) in der kontralateralen Großhirnhemispha¨re scheinope-
rierter Tiere (rechte, hellrote Balken) unter repetitiver Isofluran-Monoana¨sthesie im Abstand
von 20 bzw. 24 Stunden. Aus [51].
Bei MRT-Untersuchungen an Ratten nach zerebraler Ischa¨mie fiel auf, dass das zere-
brale Blutvolumen der scheinoperierten Vergleichstiere unter repetitiver Isofluran Mo-
noana¨sthesie signifikant zunahm. Hierbei wurden die Tiere nach der Scheinoperation 3
mal im Abstand von 20 bzw. 24 Stunden narkotisiert um mittels MRT analysiert werden
zu ko¨nnen. Die Signalintensita¨t (entsprechend dem Kontrastmitteleinstrom in der kon-
tralateralen Großhirnhemispha¨re) nahm hierbei von 12,5 wa¨hrend der ersten Narkose auf
19,9 wa¨hrend der zweiten Narkose und auf 23,11 wa¨hrend der dritten Narkose signifikant
zu (siehe Abb. 4 (aus [51])). Dieses Ergebnis legt nahe, dass die zerebrale Vasodilatation
eine Art
”
Geda¨chtnis“ besitzt, da sich der Effekt bei repetitiven Expositionen sukzessive
vergro¨ßert.
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3 Zielsetzung dieser Arbeit
Ziel dieser Arbeit war es, in Zellkultur zerebraler Endothelzellen herauszufinden, ob
diese sukzessive Zunahme der Vasodilatation unter wiederholter Ana¨sthesie mit vola-
tilen Ana¨sthetika durch den NO-Pathway vermittelt wird. Dabei sind unterschiedliche
Mo¨glichkeiten denkbar. Zum einen kann man annehmen, dass dieser Effekt auf einer
Enzyminduktion der NOS beruht, die die vorliegende Proteinmenge der NOS mit je-
der weiteren Exposition weiter ansteigen la¨sst. Zum anderen wurde beschrieben, dass
die Aktivita¨t der eNOS von ihrem Phosphorylierungszustand abha¨ngt [21]. Somit wa¨re
ebenfalls denkbar, dass diese sukzessive Zunahme der Vasodilatation auf einen ho¨heren
Aktivierungsgrad der eNOS zuru¨ckzufu¨hren ist.
Um dies herauszufinden, wurden die zerebralen Endothelzellen mehrfach volatilen Ana¨s-
thetika ausgesetzt und jeweils die NO-Produktion im Zellmedium sowie die eNOS- und
die iNOS-Expression analysiert. Auf die Analyse der nNOS wurde verzichtet, da sie
vermutlich bei diesem Mechanismus keine Rolle spielt. (Siehe hierzu Kapitel 2.5
”
Die
Wirkung volatiler Ana¨sthetika auf das Gehirn“.)
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Material und Methoden
Die tabellarische Auflistung des Materials befindet sich im Anhang (ab Seite 44), Hyper-
links im Text verweisen auf die entsprechende Seite.
4 Methoden
4.1 Versuchsdesign
In dieser Arbeit sollten humane zerebrale Endothelzellen (hCMEC/D3(S.48)) repetiti-
ven Expositionen mit Isofluran oder Sevofluran ausgesetzt werden und anschließend auf
die NO-Bildung und auf die Expression der endothelialen und der induzierbaren NO-
Synthase untersucht werden. In Vorversuchen sollten die optimalen Versuchsparameter
ermittelt und fu¨r die Hauptversuchsreihe festgelegt werden.
4.1.1 Vorversuche
Konfluente hCMEC/D3 wurden 2 x fu¨r eine Stunde mit 1 MAK (1,2 %) Isofluran im
Abstand von 12 bzw. 24 Stunden begast (Probennamen: 12-x bzw. 24-x). Unmittelbar
vor der letzten Begasung wurde das Zellmedium abgesaugt und 6 ml Medium ohne
Ascorbin-Sa¨ure-Zusatz auf die Zellen gegeben. 0, 2 oder 4 Stunden nach der letzten Be-
gasung wurden die Zellen geerntet (Probennamen: x-0, x-2 bzw. x-4). Eine Zellkultur-
Flasche wurde 3 x im Abstand von je 12 Stunden begast und ebenfalls nach 2 Stunden
geerntet (Probenname: 12(3x)). Gleichzeitig zum Ernte-Zeitpunkt wurde auch das Me-
dium fu¨r die Untersuchung der NO-Produktion entnommen, in Aliquots mit je 250 µl in
flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bei − 80 ◦C gelagert. Als Kontrolle diente eine
Zellkulturflasche mit hCMEC/D3, die keinem Ana¨sthetikum ausgesetzt wurde. Der Vor-
versuch umfasste also die Analyse von 7 unterschiedlich behandelten Zellkulturflaschen
und einer Kontrolle. (Das genaue Vorgehen bei Begasung mit volatilen Ana¨sthetika wird
auf Seite 20 beschrieben.)
4.1.2 Wiederholte Expositionen mit Isofluran und Sevofluran
In der Hauptversuchsreihe wurden 13 verschiedene Gruppen gebildet: die unbegaste
Kontrollgruppe und die 12 Gruppen aus Tab. 2.
Jede dieser Gruppen umfasste die Untersuchung dreier Zellkulturflaschen. Die Kon-
trollgruppe umfasste 4 Zellkulturflaschen, da jeweils bei den Begasungen mit 1 MAK
Isofluran, 2 MAK Isofluran, 1 MAK Sevofluran und 2 MAK Sevofluran eine Kontrolle
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Anzahl der Isofluran(S.45) Sevofluran(S.46)
Begasungen 1 MAK 2 MAK 1 MAK 2 MAK
1 x 1 Iso 1 x 2 Iso 1 x 1 Sevo 1 x 2 Sevo 1 x
2 x 1 Iso 2 x 2 Iso 2 x 1 Sevo 2 x 2 Sevo 2 x
3 x 1 Iso 3 x 2 Iso 3 x 1 Sevo 3 x 2 Sevo 3 x
Tab. 2: Gruppeneinteilung und -namen
mitgefu¨hrt wurde. Die verwendeten Konzentrationen von Iso- und Sevofluran orientieren
sich an den MAK-Werten eines ca. 40-ja¨hrigen Menschen (siehe Tab. 3).
Isofluran Sevofluran
1 MAK 1,2 % 2,1 %
2 MAK 2,4 % 4,2 %
Tab. 3: Narkosegas-Konzentrationen
Nach Durchfu¨hrung des Vorversuchs wurden die Versuchsparamter wie folgt festgelegt:
Die Exposition mit volatilen Ana¨sthetika erfolgte fu¨r je 1 h, bei mehrmaliger Exposi-
tion erfolgte die Begasung alle 12 h fu¨r je 1 h. Unmittelbar vor der letzten Begasung
wurde das Zellmedium abgesaugt und 6 ml Medium ohne Ascorbin-Sa¨ure-Zusatz auf
die Zellen gegeben. Fu¨r die Untersuchung der NO-Bildung wurde 1 ml des Zellmediums
nach der letzten Begasung entnommen, in Aliquots mit je 250 µl in flu¨ssigem Stick-
stoff schockgefroren und bei -80 ◦C gelagert. Die Zellkulturflaschen wurden erneut fu¨r
zwei Stunden im Brutschrank gelagert bevor sie zur Untersuchung der Proteinexpressi-
on geerntet wurden. Eine graphische Darstellung der Vorgehensweise zeigt Abb. 5. (Das
genaue Vorgehen bei Begasung mit volatilen Ana¨sthetika wird auf Seite 20 beschrieben.)
4.1.3 Hypoxie und Reoxygenierung
Konfluente hCMEC/D3 wurden einer 24-stu¨ndigen Hypoxie ausgesetzt und anschließend
geerntet. Kontrollen wurden normoxischen Bedingungen ausgesetzt. Die Analyse der
Hypoxie umfasst n = 6 Zellkulturflaschen und n = 5 Kontrollen.
Fu¨r die Untersuchung der Hypoxie mit anschließender Reoxygenierung wurden die Zell-
kulturflaschen im Anschluß an die 24-stu¨ndige Hypoxie wieder in den normalen Brut-
schrank platziert und 4, 24 oder 48 Stunden spa¨ter geerntet. Die Kontrollgruppe um-
fasste n = 2 Zellkulturflaschen. In den Gruppen 24 h Hypoxie, 24 h Hypoxie + 4 h
Reoxygenierung, 24 h Hypoxie + 24 h Reoxygenierung und 24 h Hypoxie + 48 h Reoxy-
genierung wurden jeweils 3 Zellkulturflaschen untersucht. (Das genaue Vorgehen bei
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Abb. 5: Graphische Darstellung der Vorgehensweise zur Untersuchung wiederhol-
ter Expositionen mit Isofluran und Sevofluran
Hypoxie bzw. bei Hypoxie mit Reoxygenierung wird auf Seite 21 beschrieben.)
4.2 Zellkultivierung
4.2.1 Allgemeines
Mit Zellen wird unter sterilen Bedingungen gearbeitet. Das Verbrauchsmaterial sowie
alle Medien und Lo¨sungen, die im Umgang mit den Zellen eingesetzt werden, werden
autoklaviert, sofern nicht bereits steril gekauft, und nur unter der Sterilbank(S.47) geo¨ff-
net. Die Anzucht von hCMEC/D3-Zellen erfolgt in 75 cm2-Zellkulturflaschen(S.44) im
Brutschrank(S.47) bei 37 ◦C in Luft (aus Druckluft), die mit 5 % CO2 versetzt wird.
4.2.2 Medium zur Kultivierung von hCMEC/D3
Zur Anzucht der hCMEC/D3-Zellen wird das EGM-2-Medium(S.45) verwendet. Es be-
steht aus dem Basalmedium EBM-2, wobei jede 500 ml Flasche vor Benutzung mit den
folgenden Zusa¨tzen (EGM-2 MV Single Quots) erga¨nzt wird:
- 6,25 ml FBS,
- 500 µl hFGF-B,
- 125 µl VEGF,
- 125 µl R3-IGF-1,
- 125 µl Ascorbinsa¨ure,
- 125 µl hEGF,
- 125 µl GA-1000 (Gentamicin, Amphotericin B),
- 50 µl Hydrocortison
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4.2.3 Beschichtung der Zellkulturflaschen
Die Bo¨den der Zellkulturflaschen mu¨ssen vor der Anzucht von hCMEC/D3-Zellen ein-
malig mit Kollagen(S.44) beschichtet werden. Hierbei wird die Kollagen-Lo¨sung 1:40 in
PBS(S.46) verdu¨nnt. Ca. 5 ml dieser Verdu¨nnung werden in eine 75 cm2-Zellkulturflasche
pipettiert, diese wird geschwenkt, so dass der Boden komplett benetzt ist. Die Lo¨sung
wird wieder abgenommen und die Flasche wird 30 min zur Fixierung des Kollagens im
Brutschrank gelagert.
4.3 Zellbiologische Methoden
4.3.1 Zellen splitten und ernten
Zuna¨chst wird das verbrauchte Medium abgesaugt und die Zellkulturflasche mit 10 ml
PBS gewaschen. Das PBS wird wieder abgesaugt und 3 ml Trypsin/EDTA-Lo¨sung(S.46)
auf die Zellen gegeben. Die Zellkulturflasche wird geschwenkt und 3 min im Brutschrank
inkubiert. Die Zellen werden vom Boden der Zellkulturflasche durch Klopfen gelo¨st. Un-
ter dem Mikroskop(S.47) wird u¨berpru¨ft, ob sich die Zellen gelo¨st haben. Wenn dies nicht
der Fall ist, kann die Inkubationszeit bis auf maximal 10 min verla¨ngert werden. An-
schließend werden 5 ml Medium zugegeben, da das im Medium enthaltene Serum das
Trypsin inhibiert. Die gelo¨sten Zellen werden in ein 15 ml Zentrifugenro¨hrchen u¨berfu¨hrt
und bei 272 x g fu¨r 8 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Der U¨berstand der zen-
trifugierten Zellen wird abgesaugt, die Zellen werden in 1 ml Medium resuspendiert und
in ein 1,5 ml Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt. Zur Zellzahlbestimmung werden an dieser Stelle
10 µl fu¨r die 1:16 Verdu¨nnung entnommen. Zum Splitten der Zellen wird die gewu¨nschte
Zellzahl anschließend in einer neuen Zellkultur-Flasche mit 10 ml frischem Medium aus-
gebracht. Zum Ernten werden die Zellen nach der Zellzahlbestimmung erneut pelletiert,
der U¨berstand wird abgenommen und das Zellpellet in flu¨ssigem Stickstoff schockgefro-
ren und bei -80 ◦C gelagert.
4.3.2 Zellzahl-Bestimmung
Die Zellzahl einer Zellkultur wird mit der Neubauer-Za¨hlkammer(S.47) ermittelt. Dazu
wird die geerntete Zellkultur (in 1 ml Medium - siehe Punkt
”
Zellen splitten und ern-
ten“) 1:16 verdu¨nnt und 10 µl unter das Deckglas der Neubauer-Za¨hlkammer pipettiert.
Unter dem Mikroskop sieht man das Za¨hlgitter der Neubauer-Za¨hlkammer, das aus 3
x 3 Großquadraten von je 1 mm Kantenla¨nge besteht. U¨blicherweise werden 4 dieser
Großquadrate ausgeza¨hlt, wobei die gemittelte Zellzahl eines Großquadrates mit 104
und dem Verdu¨nnungsfaktor multipliziert werden muß um die Zellzahl der Zellkultur
pro ml zu errechnen.
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4.3.3 Exposition der Zellen mit volatilen Ana¨sthetika
Abb. 6: Versuchsaufbau
Der Versuchsaufbau zur Begasung der Zellen ist in Abb. 6 dargestellt. Als Schutz vor aus-
tretenden Narkosegasen wird unter einem Abzug gearbeitet. U¨ber ein Narkosegera¨t(S.47)
wird Druckluft mit 5 % CO2 und der gewu¨nschten Konzentration Isofluran oder Sevoflu-
ran versetzt. Der Gasfluß wird auf ca. 2 l/min eingestellt und u¨ber einen befeuchteten
Beatmungsfilter(S.44) geleitet. Damit mehrere Zellkulturflaschen gleichzeitig begast wer-
den ko¨nnen, wird das austretende Gasgemisch u¨ber zwei Hahnbanken auf insgesamt 9
Leitungen verteilt. 8 dieser Leitungen ko¨nnen so zur Begasung der Zellen verwendet wer-
den. Die verbleibende Leitung wird zur sta¨ndigen Kontrolle der Gas-Konzentrationen an
einen Capnomac-Monitor(S.47) angeschloßen. Die Zellkulturflaschen werden fu¨r die Dauer
des Versuchs auf einer Heizplatte auf eine Temperatur von ca. 37 ◦C gewa¨rmt. Mit Hilfe
einer Kanu¨le wird jeweils ein Loch in die Deckel der Zellkulturflaschen gestochen, so dass
ein Entweichen von Gas mo¨glich ist. Die zufu¨hrende Leitung mit dem Gasgemisch wird
anschließend u¨ber eine an anderer Stelle im Deckel verbleibende Kanu¨le angeschlossen.
Die Begasung erfolgt u¨ber 60 min, anschließend wird noch 10 min mit Druckluft mit 5
% CO2 ohne Iso- oder Sevofluran begast um das volatile Ana¨sthetikum auszuwaschen.
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4.3.4 Hypoxie und Reoxygenierung
Die Zellen, die der Hypoxie ausgesetzt werden, werden in 75 cm2-Zellkulturflaschen mit
verschließbarem Deckel(S.46) und nicht in Flaschen mit Filterpapier im Deckel angezo-
gen. Die Zellkulturflaschen werden zuna¨chst mit leicht geo¨ffnetem Deckel fu¨r 4 h zur
Equilibrierung in einen Hypoxie-Brutschrank(S.47) (37 ◦C, Stickstoff mit 5 % CO2 und
3 % Sauerstoff) gelegt. Anschließend werden die Deckel zugedreht und die Flaschen fu¨r
die gewu¨nschte Hypoxie-Dauer inkubiert. Zur Reoxygenierung werden die Zellkulturfla-
schen nach Beendigung der Hypoxie wieder mit leicht geo¨ffnetem Deckel in den normalen
Brutschrank gelegt.
4.4 NO-Messung
Da das durch die NO-Synthasen gebildete NO kurzlebig ist, wird dieses u¨ber die sta-
bilen Endprodukte Nitrat (NO−3 ) und Nitrit (NO
−
2 ) im Zell-U¨berstand bestimmt. Im
Folgenden sind eine Reihe an mo¨glichen Reaktionen dargestellt, wie das NO zu Nitrit
und Nitrat umgewandelt wird. Daru¨ber hinaus kann das Nitrit in biologischen Systemen
zu Nitrat oxidiert werden.
2 NO + O2 → 2 NO2
2 NO2 ↔ N2O4
N2O4 + 2 OH
− → NO−2 + NO−3 + H2O
NO2 + NO → N2O3
N2O3 + 2 OH
− → 2 NO−2 + H2O
Da beide der unten dargestellten Methoden Nitrit quantifizieren, wird dem Griess-Assay
eine enzymatische Reduktion des Nitrats zu Nitrit vorgestellt [67], bei der GC-MS-
Messung wird Nitrat mit elementarem Cadmium zu Nitrit reduziert [15]. Um ausschließ-
lich Nitrat zu bestimmen, wird sowohl eine Messung nach Reduktion des Nitrats als auch
eine reine Nitrit-Messung durchgefu¨hrt, so dass sich die Nitrat-Konzentration aus der
Differenz ergibt.
4.4.1 Griess-Assay
Beim Griess-Assay handelt es sich um einen kolorimetrischen Test zur Quantifizierung
von Nitrit.
Je 2 x 50 µl der zu messenden Proben sowie des Nitrit- bzw. Nitrat-Standards (100 µM;
50 µM; 25 µM; 12,5 µM; 6,25 µM; 3,125 µM; 1,56 µM und 0 µM in Zellmedium oh-
ne Ascorbinsa¨ure) werden in die Vertiefungen einer 96-Well-Platte pipettiert. (Ascor-
binsa¨ure und andere Reduktionsmittel inhibieren den Griess-Assay.) Pro Well werden
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40 µl Conversion Buffer(S.49) (fu¨r die alleinige Nitrit-Bestimmung wird Conversion Buf-
fer ohne Nitratreduktase verwendet) und 10 µl 10 µM NADPH zugegeben und 45 min
bei RT inkubiert um das Nitrat zu Nitrit zu reduzieren. Danach werden pro Well 20 µl
Griess-Reagenz(S.45) (Reagenz A 1:1 mit Reagenz B gemischt) und 80 µl Wasser zuge-
geben und weitere 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Es bildet sich eine rosafarbene
Azoverbindung, die im Microplate Reader(S.47) bei 540 nm vermessen wird. U¨ber die
Nitrit- bzw. Nitrat-Standard-Werte wird eine Standardgerade ermittelt, aus deren Stei-
gung dann die Konzentrationen der Proben errechnet werden. (Nach [24], [64], [67])
4.4.2 GC-MS-Messung
Um Nitrat und Nitrit mittels Gaschromatograph und Massenspektrometer (GC-MS) zu
quantifizieren, mu¨ssen diese zuna¨chst so derivatisiert werden, dass sie in die Gasphase
u¨bertreten ko¨nnen. Dafu¨r bedient man sich ihrer Pentafluorbenzyl-Derivate:
Zur Reduktion des Nitrats zu Nitrit werden je 2 x 80 µl der zu messenden Proben mit
10 µl einer 4,2 µM Na15NO3
(S.44)-Lo¨sung, 20 µl einer 20 % Essigsa¨ure und ca. 5 mg
(≈ eine Spatelspitze) Cd-Pulver versetzt. Die Ansa¨tze werden fu¨r 15 min bei 30 ◦C im
Wasserbad mit Ultraschall behandelt und anschließend bei 15700 x g fu¨r 2 min bei RT
zentrifugiert. Zur Nitrit-Derivatisierung werden 100 µl des U¨berstands eingesetzt.
Fu¨r die Nitrit-Derivatisierung werden je 2 x 80 µl der zu messenden Proben sowie des
Nitrit-Standards (32,3 µM; 16,2 µM; 8,1 µM; 3,2 µM; 1,6 µM und 0 µM) bzw. 100 µl
der Proben aus der Nitrat-Reduktion mit 10 µl einer 71,2 µM Na15NO2
(S.44)-Lo¨sung und
400 µl -20 ◦C kaltem Aceton versetzt, vermischt und fu¨r 10 min bei -20 ◦C gelagert. Die
Proben werden erneut vermischt, dann bei 15700 x g fu¨r 2 min bei RT zentrifugiert.
400 µl des U¨berstands werden mit 100 µl Toluol und 5 µl Pentafuorbenzylbromid verse-
hen und vermischt. Die Ansa¨tze werden fu¨r 1 h bei 50 ◦C im Wasserbad mit Ultraschall
behandelt, auf Eis abgeku¨hlt und bei 15700 x g fu¨r 5 min bei RT zentrifugiert. 80 µl
der oberen Phase werden in Vials fu¨r die GC-MS-Messung u¨berfu¨hrt. Die Vials werden
mittels GC-MS(S.47) unter folgenden Bedingungen vermessen:
Injektionsvolumen: 1 µl
Injektortemperatur: 250 ◦C
Betriebsmodus: Splitless fu¨r 2 min
Helium-Flow: 1 ml/min konstant
Sa¨ulen-Model: Restek 13623-127 Rxi-5Sil MS w/ Integra-Guard(S.44)
Sa¨ulen-La¨nge: 30,0 m
Sa¨ulen-Durchmesser: 250,00 µm
Film-Dicke (der Sa¨ule): 0,25 µm
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Ofen-Programm: 100 ◦C fu¨r 2 min, danach Steigerung der
Temperatur um 20 ◦C/min bis 230 ◦C
Laufzeit: 8,5 min
Das Nitrit wird im MS im NCI-Modus mit Methan als Ionisierungsgas bei m/z = 46
und das 15N-Nitrit bei m/z = 47 detektiert. U¨ber die Nitrit-Standard-Werte wird eine
Standardgerade ermittelt, aus deren Steigung die Konzentrationen der Proben errechnet
werden. Das 15N-Nitrit (bzw. Nitrat) dient hierbei als interner Standard. (Nach [27], [63])
4.5 Proteinbiochemische Methoden
4.5.1 Gesamtproteinextraktion
Alle Schritte werden auf Eis, mit geku¨hlten Lo¨sungen und in geku¨hlten Zentrifugen
durchgefu¨hrt. Zellpellets der 75 cm2-Zellkulturflaschen werden auf Eis aufgetaut. Pro
Probe werden 100 µl RIPA-Puffer(S.49) mit 4 µl Protease-Inhibitor(S.46) versetzt, auf das
Zellpellet gegeben und durch pipettieren resuspendiert. Die Proben werden anschließend
30 min bei 4 ◦C (im Ku¨hlschrank) geschwenkt und 15 min bei 4 ◦C und 9168 x g
zentrifugiert. Der U¨berstand wird in ein neues Eppendorfgefa¨ß gegeben und bei -80 ◦C
gelagert.
4.5.2 Proteinquantifizierung: BC-Assay
Beim BC-Assay (Bicinchoninic Acid) handelt es sich um einen kolorimetrischen Test
zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen. Von den zu messenden Proben werden
1:10 Verdu¨nnungen in RIPA-Puffer hergestellt. Je 2 x 25 µl der 1:10 verdu¨nnten Proben
sowie des BSA-Standards(S.44) (2 mg/ml; 1 mg/ml; 0,75 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,25 mg/ml;
0,1 mg/ml; 0,02 mg/ml und 0 mg/ml in RIPA-Puffer) werden in die Vertiefungen einer
96-Well-Platte pipettiert. Pro Well werden 200 µl BC-Assay-Reagenz(S.44) (Reagenz B
1:50 in Reagenz A) zugegeben und 30 min bei 37 ◦C inkubiert. Anschließend wird die
Platte im Microplate Reader bei 540 nm gemessen. U¨ber die BSA-Standard-Werte wird
eine Standardgerade ermittelt, aus deren Steigung dann die Proteinkonzentrationen der
Proben errechnet werden. (Nach [59])
4.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, wird eine SDS-PAGE durch-
gefu¨hrt. In dieser Arbeit wurden NuPAGE Novex 3-8 % Tris-Acetate Gele(S.46) ver-
wendet. Die gewu¨nschte Proteinmenge, u¨blicherweise 30 µg, wird mit 4 x NuPAGE
LDS Sample Buffer(S.46), 10 x NuPAGE Reducing Agent(S.46) und H2O versetzt, so dass
Material und Methoden 24
sich die gewu¨nschte Proteinmenge in der jeweils 1-fachen Konzentration Sample Buffer
und Reducing Agent befindet. Vor dem Auftragen werden die Proben fu¨r 10 min bei
70 ◦C inkubiert. Der NuPAGE Tris-Acetat SDS Running Buffer(S.46) (20 x-Stammlo¨sung)
wird 1:20 mit H2O verdu¨nnt und in die a¨ußere Kammer der XCell SureLock Mini-Cell
Apparatur(S.47) gefu¨llt. Fu¨r die innere Kammer werden 200 ml Laufpuffer mit 500 µl
NuPAGE Antioxidant(S.46) versetzt und ebenfalls eingefu¨llt. Nachdem die Proben und
der Proteinstandard(S.46) in die Gel-Taschen pipettiert wurden, wird eine Spannung von
150 V angelegt, bis die blaue Farbe das untere Ende erreicht hat bzw. gerade ausgelaufen
ist (ca. 75 min). (Nach [36])
4.5.4 Western Blot
Aufbau der Blot-Apparatur: Antiko¨rper (S.48) Verdu¨nnung
Kathode
2 x Filterwatte
2 x Whatman-Papier Anti-eNOS (Mouse) 1:1000
3-8 % Tris-Acetate Gel Anti-β-Aktin (Rabbit) 1:5000
PVDF Membran
2 x Whatman-Papier Anti-iNOS (Rabbit) 1:1000
1 x Filterwatte Anti-β-Aktin (Mouse) 1:5000
2 x Whatman-Papier
3-8 % Tris-Acetate Gel IRDye 680 Anti-Rabbit (Donkey) 1:15000
PVDF Membran IRDye 800cw Anti-Mouse (Donkey) 1:15000
2 x Whatman-Papier
2 x Filterwatte HRP-conjug. Anti-Mouse (Donkey) 1:5000
Anode
Tab. 5: Links: Aufbau der Blot-Aparatur; Rechts: Verdu¨nnungen der Antiko¨rper
Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden in der Tank-Blot-Apparatur XCell
II Blot Module CE Mark(S.47) in 1 x Transferpuffer(S.49) bei 30 V fu¨r 1 h (bei einem Gel)
oder fu¨r 1,5 h (bei zwei Gelen) auf je eine PVDF-Membran(S.45) geblottet . Der Aufbau
der Blot-Aparatur ist in Tab. 5 dargestellt. Die Membran wird 3 x 10 min mit TPBS(S.49)
gewaschen und dann fu¨r 1 h mit Milk-TPBS(S.49) auf dem Schu¨ttler inkubiert, um die
Membran mit Proteinen abzusa¨ttigen.
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Bei Detektion mit dem Entwickler:
Die Membran wird mit dem 1. Antiko¨rpern versetzt (in der gewu¨nschten Verdu¨nnung in
Milk-TPBS, siehe Tab. 5) und u¨ber Nacht bei 4 ◦C inkubiert. Dann wird die Membran
3 x 10 min mit Milk-TPBS gewaschen und fu¨r 1 h mit dem 2. Antiko¨rper (ebenfalls
verdu¨nnt in Milk-TPBS) inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TPBS fu¨r 3 x 10 min
wird je 1 x mit TPBS und Wasser gespu¨lt und dann je 1 ml Luminol/Enhancer und
Peroxide Solution des Pierce ECL Western Blotting Substrate(S.46) vermischt und auf
die Membran gegeben. Nach Inkubation fu¨r 5 min wird die Chemielumineszenz in der
Dunkelkammer auf einem Film(S.44) detektiert und mit Hilfe eines Entwicklers(S.47) dar-
gestellt.
Bei Detektion mit dem Odyssey Infrared Imaging System:
Die Membran wird mit den beiden 1. Antiko¨rpern versetzt (in der gewu¨nschten Verdu¨n-
nung in Milk-TPBS, siehe Tab. 5) und u¨ber Nacht bei 4 ◦C inkubiert. Dann wird die
Membran 3 x 10 min mit Milk-TPBS gewaschen und fu¨r 1 h mit den beiden 2. An-
tiko¨rpern (ebenfalls verdu¨nnt in Milk-TPBS) inkubiert. Nach erneutem Waschen mit
TPBS fu¨r 3 x 10 min wird die Membran auf dem Odyssey Infrared Imaging System(S.47)
analysiert, wobei β-Aktin auf der jeweils anderen Wellenla¨nge als Beladungskontrolle





Die statistische Analyse der Daten wird mittels Einfaktorieller ANOVA und Tamhane-





Fu¨r die Durchfu¨hrung der Experimente wurden zuna¨chst in Vorversuchen die optimalen
Versuchsbedingungen ermittelt. Dabei ging es vor allem um das Intervall zwischen den
Begasungen sowie die Wartezeit zwischen Ende der Begasungen und Zellernte.
Im Western Blot (Abb. 7 A) zeigt sich, dass die Kontrollzellen im Vergleich zu den
Isofluran-exponierten Zellen weniger eNOS produzieren. Sowohl bei Betrachtung des
12-Stunden-Intervalls als auch bei Betrachtung des 24-Stunden-Intervalls sieht man,
dass die eNOS-Expression nach 2 Stunden ho¨her ist als bei sofortiger Ernte der Zellen.
Eine 4-stu¨ndige Wartezeit nach der letzten Begasung scheint keine weitere Erho¨hung der
eNOS-Expression zu bedingen. Desweiteren wurde gefunden, dass die eNOS-Expression
im 12-Stunden-Intervall sta¨rker angeregt wird als im 24-Stunden-Intervall.
Auf dem Western Blot, der mit Anti-iNOS behandelt wurde, zeigten sich nur unspezifi-
sche Banden. (Abbildung nicht gezeigt.)
Abb. 7 B stellt das Ergebnis der NO-Messung mittels Griess-Assay dar. In allen Proben
liegt der Nitrat- und Nitrit-Gehalt ho¨her als in der Kontrolle. Die ho¨chste Konzentration
wurde in der Probe 12(3x) erzielt, also nach dreimaliger Begasung. Es zeichnete sich ab,
dass der optimale Zeitpunkt der Probenentnahme fu¨r die NO-Messung direkt nach der
letzten Begasung ist, da danach das nachweisbare NO tendenziell wieder abnimmt.
Auf Grund dieser Ergebnisse wurden die Versuchsbedingungen fu¨r die Hauptversuchs-
reihe wie folgt festgelegt: Die Begasungen erfolgen im 12-Stunden-Intervall. Ein Aliquot
des Zellmediums wird zur NO-Messung sofort nach der letzten Begasung entnommen
und die Zellen verbleiben fu¨r zwei Stunden nach der letzten Begasung im Brutschrank,
bevor sie zur Proteinextraktion geerntet werden.
Ergebnisse 27
Abb. 7: Ergebnisse der Vorversuchsreihe: A: Western Blot: Je 30 µg Protein wurde
pro Spur auf ein 3-8 % Tris-Acetat-Gel aufgetragen und auf eine PVDF-Membran geblottet.
Detektiert wurde mit Anti-eNOS (aus Maus) und HRP-gekoppeltem 2. Antiko¨rper. B: NO-
Produktion: Das Zellmedium wurde unmittelbar vor der letzten Begasung erneuert und zur
NO-Messung mittels Griess-Assay zum Ernte-Zeitpunkt entnommen.
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6 Wiederholte Expositionen mit Isofluran und Sevo-
fluran
6.1 NO-Produktion
Bei der NO-Messung wurden 2 Methoden angewandt: der kolorimetrische Griess-Assay
sowie die Messung mittels Gaschromatograph und Massenspektrometer (GC-MS). Die
Ergebnisse beider Methoden sind zueinander stimmig, jedoch wurden wegen Schwierig-
keiten, die geringen Konzentrationsunterschiede im Vergleich zum reinen Zellmedium
mit dem Griess-Assay zu unterscheiden, fu¨r diese Auswertung nur die Messungen mit
dem GC-MS beru¨cksichtigt.
In Abb. 8 sind die gemessenen Gesamt-NO−3 - und -NO
−
2 -Konzentrationen dargestellt.
Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, die volatilen
Ana¨sthetika ausgesetzt waren, und der Kontrollgruppe. Die ho¨chsten Werte wurden in
den Gruppen erreicht, die mit 1 MAK Isofluran begast wurden: 21,3 ± 5,6 nmol/ml
in der Gruppe 1 Iso 1 x, 20,8 ± 6,7 nmol/ml in der Gruppe 1 Iso 2 x und 22,1 ± 7,6
nmol/ml in der Gruppe 1 Iso 3 x. Der ho¨chste Einzelwert mit 27,8 nmol/ml wurde in der
Kontrolle gemessen, die mit der Versuchsreihe mit 1 MAK Isofluran zeitgleich angezogen
und geerntet wurde. Der niedrigste Wert wurde in der Gruppe 1 Sevo 1 x gemessen. Hier
lag die gemessene Gesamt-NO−3 - und -NO
−
2 -Konzentration mit 12, 6 ± 5,1 nmol/ml im
Bereich des Wertes des reinen Zellmediums mit 12,8 ± 1,6 nmol/ml.
Stellt man NO−3 ohne NO
−
2 dar, so sieht die Verteilung des NO
−
3 sehr a¨hnlich zu Abb.
8 aus, allerdings um ca. 2 bis 4 nmol/ml zu niedrigeren Werten verschoben. Dieser
Unterschied entspricht dem Anteil, der auf NO−2 zuru¨ckzufu¨hren ist. (Abbildungen nicht
gezeigt.)
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Abb. 8: NO−3 und NO
−
2 im Zellmedium von hCMEC/D3 nach wiederholten Ex-
positionen mit volatilen Ana¨sthetika: Messung mit dem GC-MS. Fehlerbalken zeigen die
einfache Standardabweichung an.
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6.2 Expression der NO-Synthasen
6.2.1 iNOS-Expression
hCMEC/D3 exprimierten unter wiederholten Begasungen mit Isofluran oder Sevofluran
keine messbare Menge an iNOS. Als Kontrolle, dass die Western-Blot-Analyse und die
Protein-Extraktion funktioniert hat, diente eine Spur mit iNOS-Positivkontrolle(S.45)
und die Beladungskontrolle β-Aktin. Beides war auf den Blots nachweisbar, jedoch war
keine iNOS in den hCMEC/D3-Proteinextrakten nachweisbar. Um dieses Ergebnis zu
festigen, wurden statt den u¨blichen 30 µg Protein pro Spur noch Western Blots mit
jeweils 72 µg Protein pro Spur angesetzt. Doch auch hier wurde keine iNOS detektiert
(siehe Abb. 9).
Abb. 9: iNOS Expression unter repetitiven Expositionen mit volatilen Ana¨stheti-
ka: Je 72 µg Protein wurde pro Spur auf ein 3-8 % Tris-Acetat-Gel aufgetragen und auf eine
PVDF-Membran geblottet. Detektiert wurde gleichzeitig mit Anti-iNOS (aus Kaninchen) und
Anti-β-Aktin (aus Maus) mit unterschiedlichen IR-Farbstoffen. Proteingro¨ßenstandard von
oben nach unten: 250 kDa, 130 kDa, 100 kDa, 55 kDa, 35 kDa; iNOS (ca. 130 kDa) in rot, β-
Aktin (42 kDa) in gru¨n. I: iNOS-Positivkontrolle; K: unbegaste Kontrollgruppe; 1I1: 1 Iso 1 x;
1I2: 1 Iso 2 x; 1I3: 1 Iso 3 x; 2I1: 2 Iso 1 x; 2I2: 2 Iso 2 x; 2I3: 2 Iso 3 x; 1S1: 1 Sevo 1 x;
1S2: 1 Sevo 2 x; 1S3: 1 Sevo 3 x; 2S1: 2 Sevo 1 x; 2S2: 2 Sevo 2 x; 2S3: 2 Sevo 3 x.
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6.2.2 eNOS-Expression
Die eNOS-Expression a¨nderte sich unter wiederholten Begasungen mit Isofluran oder
Sevofluran nur unwesentlich. Die statistische Auswertung ergab keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den einzelnen Gruppen und der Kontrolle. Hierbei lagen die Werte
der Gruppen am ho¨chsten, die mit 2 MAK Sevofluran begast wurden: 1,28 ± 0,25 in der
Gruppe 2 Sevo 1 x; 1,47 ± 0,31 in der Gruppe 2 Sevo 2 x und 1,87 ± 0,10 in der Gruppe
2 Sevo 3 x. Der Wert der Kontrolle, die mit der Versuchsreihe mit 2 MAK Sevofluran
zeitgleich angezogen, geernten und auf den gleichen Western Blot aufgetragen wurde,
lag bei 1,74.
Abb. 10: eNOS Expression unter repetitiven Expositionen mit volatilen Ana¨sthe-
tika: Je 30 µg Protein wurde pro Spur auf ein 3-8 % Tris-Acetat-Gel aufgetragen und auf eine
PVDF-Membran geblottet. Detektiert wurde gleichzeitig mit Anti-eNOS (aus Maus) und Anti-
β-Aktin (aus Kaninchen) mit unterschiedlichen IR-Farbstoffen. Die gemessenen Intensita¨ten




7.1 Expression der NO-Synthasen unter Hypoxie
Mittels Western Blot wurde die Expression der eNOS und der iNOS in hCMEC/D3
nach 24-stu¨ndiger Hypoxie (ohne anschließende Reoxygenierung) mit der Kontrollgruppe
unter Normoxie verglichen.
Wa¨hrend die iNOS weder in Hypoxie noch in Normoxie messbar war, nahm die Expres-
sion der eNOS unter Hypoxie signifikant (p < 0,05) ab. Die auf β-Aktin normalisierte
Intensita¨t der eNOS in der Kontrollgruppe lag bei 1,93 ± 0,69 und sank unter 24-stu¨ndi-
ger Hypoxie auf 1,02 ± 0,38 ab (siehe Abb. 11).
Abb. 11: eNOS Expression unter Hypoxie: Je 30 µg Protein wurde pro Spur auf ein
3-8 % Tris-Acetat-Gel aufgetragen und auf eine PVDF-Membran geblottet. Detektiert wurde
gleichzeitig mit Anti-eNOS (aus Maus) und Anti-β-Aktin (aus Kaninchen) mit unterschiedli-
chen IR-Farbstoffen. Die gemessenen Intensita¨ten der eNOS wurden auf β-Aktin normalisiert.
Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung an. * p < 0,05. Inlay: Ausschnitt We-
stern Blot; linke Spur: Kontrolle (K); rechte Spur: Hypoxie (H). eNOS (135 kDa) in gru¨n,
β-Aktin (42 kDa) in rot.
Ergebnisse 33
7.2 Expression der NO-Synthasen unter Hypoxie und Reoxy-
genierung
7.2.1 iNOS-Expression
hCMEC/D3 exprimierten auch unter Hypoxie mit anschließender Reoxygenierung kei-
ne detektierbare Menge an iNOS. Als Kontrolle, dass die Western-Blot-Analyse und die
Protein-Extraktion funktioniert hatten, diente wiederrum eine Spur mit iNOS-Positivkontrolle
und die Beladungskontrolle β-Aktin. Beides war auf dem Blot nachweisbar, jedoch war
keine iNOS in den hCMEC/D3-Proteinextrakten nachweisbar (siehe Abb. 12).
Abb. 12: iNOS Expression unter Hypoxie und Reoxygenierung: Je 30 µg Protein
wurde pro Spur auf ein 3-8 % Tris-Acetat-Gel aufgetragen und auf eine PVDF-Membran
geblottet. Detektiert wurde gleichzeitig mit Anti-iNOS (aus Kaninchen) und Anti-β-Aktin
(aus Maus) mit unterschiedlichen IR-Farbstoffen. iNOS (ca. 130 kDa) in rot, β-Aktin (42
kDa) in gru¨n. 1.Spur: Proteingro¨ßenstandard (von oben nach unten: 250 kDa, 130 kDa, 100
kDa, 55 kDa, 35 kDa); 2.Spur: iNOS-Positivkontrolle (I); restliche Spuren: Proteinextrakte.
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7.2.2 eNOS-Expression
Die Expression der eNOS nimmt unter 24-stu¨ndiger Hypoxie vom Wert der Kontroll-
gruppe mit 3,15 ± 0,54 auf 2,26 ± 0,56 ab, verringert sich weiter nach 4 h Reoxyge-
nierung auf 1,62 ± 0,95 und steigt nach 24 h Reoxygenierung wieder auf 1,89 ± 0,51
an, bis sie sich nach 48 h Reoxygenierung mit 2,67 ± 0,57 wieder dem Ausgangslevel
anna¨hert (siehe Abb. 13).
Abb. 13: eNOS Expression unter Hypoxie und Reoxygenierung: Je 30 µg Prote-
in wurde pro Spur auf ein 3-8 % Tris-Acetat-Gel aufgetragen und auf eine PVDF-Membran
geblottet. Detektiert wurde gleichzeitig mit Anti-eNOS (aus Maus) und Anti-β-Aktin (aus Ka-
ninchen) mit unterschiedlichen IR-Farbstoffen. Die gemessenen Intensita¨ten der eNOS wurden
auf β-Aktin normalisiert. Fehlerbalken zeigen die einfache Standardabweichung an.
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Diskussion
8 Problematik der in vitro BHS-Forschung
8.1 Vor- und Nachteile der in vitro BHS-Forschung
Die Blut-Hirn Schranke (BHS) ist wegen ihrer Lage im ZNS in vivo am Menschen schwer
zu untersuchen. Um dennoch mehr u¨ber die Eigenschaften der BHS zu erfahren, finden
viele Untersuchungen an Versuchstieren (insbesondere an Ratten und Ma¨usen) statt. Je-
doch bestehen wahrscheinlich Unterschiede zwischen Mensch und Versuchstieren. Auch
der Aspekt des Tierschutzes sollte bedacht werden. 1959 bereits stellten W.M.S. Russell
und R.L. Burch Prinzipien fu¨r Tierversuche anhand der
”
3 Rs“ auf [55]:
Refinement: Die Tiere, die in Tierversuchen zum Einsatz kommen, sollen so wenig wie
mo¨glich an Schmerzen und Leiden ertragen mu¨ssen.
Reduction: Die Zahl der Tiere soll reduziert werden: Einsatz von so wenig Tieren wie
unbedingt no¨tig.
Replacement: Tierversuche sollen durch andere Methoden ersetzt werden, wo es mo¨g-
lich ist, das gleiche wissenschaftliche Ziel ohne den Einsatz von Tieren zu erreichen.
Humane in vitro Modelle nehmen folglich einen hohen Stellenwert in der Forschung ein.
Doch auch die Herstellung von in vitro Modellen der BHS hat sich als schwierig erweisen.
(Siehe Kapitel 2.2.) In diesem Zusammenhang sei nochmal an das komplexe Zusammen-




Bei der Zelllinie dieser Arbeit handelt es sich um eine immortalisierte Zelllinie, die darauf
selektioniert wurde, dass sie wichtige Eigenschaften der BHS auch ohne Cokultivierung
mit Gliazellen beibeha¨lt. Untersucht wurden unter anderem die Bildung und Zusam-
mensetzung von Tight Junctions, die Expression von Efflux-Transportern, die selektive
Permeabilita¨t etc. Obwohl die Korrelation mit den Eigenschaften der BHS im Großen
und Ganzen gut war, so fanden sich doch bereits Unterschiede: z.B. wurde Occludin
nicht durchwegs in Tight Junctions exprimiert und der transendotheliale Widerstand
war relativ niedrig [65].
Deshalb ist fraglich, inwieweit die hCMEC/D3 die tatsa¨chlichen Gegebenheiten der BHS
auch in Bezug auf unsere Experimente wiederspiegeln ko¨nnen.
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8.2 Immortalisierung mittels hTERT und SV40
Telomere sind Strukturen an den Enden eukaryotischer Chromosomen, die aus repe-
titiven DNA-Motiven und daran bindenden Proteinen bestehen. Durch die Telomer-
Struktur wird verhindert, dass die Chromosomen-Enden als bescha¨digte DNA erkannt
werden. Das Enzym Telomerase sorgt dafu¨r, dass die endsta¨ndige DNA nicht bei jeder
Replikation verku¨rzt wird, indem es als reverse Transkriptase die repetitiven DNA-
Motive mit Hilfe eines RNA-Templates verla¨ngert [25], [26].
Dass Unterschiede zwischen den Endothelzellen von Menschen und Ma¨usen bestehen,
la¨sst sich einfach belegen: Ma¨use exprimieren in allen Ko¨rperzellen das Enzym Telomera-
se, wa¨hrend die meisten somatischen Zellen der Menschen dieses Enzym nicht besitzen.
Das bedeutet, dass in den meisten menschlichen Zellen die Enden der Chromosomen
mit jeder Replikation ku¨rzer werden [29]. Hat diese Verku¨rzung ein bestimmtes Niveau
u¨berschritten, so wird die betroffene Zelle daran gehindert, weiter zu proliferieren. Dieser
Zustand wird Seneszenz genannt. Nachdem auch die menschlichen Endothelzellen keine
Telomerase bilden, muss dieses Enzym den Endothelzellen zugefu¨gt werden, um sie in
Zellkultur u¨ber einen la¨ngeren Zeitraum stabil anzu¨chten zu ko¨nnen. Deshalb wurde die
Zelllinie, die in dieser Arbeit verwendet wurde, mit einem lentiviralen Vektor transdu-
ziert, der die DNA-Sequenz der katalytischen Untereinheit der menschlichen Telomerase
(hTERT) entha¨lt und in das Wirts-Genom integriert [68]. Diesen Vorgang nennt man
”
stabile Transduktion“.
Doch eine funktionierende Telomerase alleine reicht nicht aus, um Endothelzellen zu im-
mortalisieren [45]. Der Zellzyklus hat verschiedene Kontrollpunkte, die nur durchlaufen
werden ko¨nnen, wenn mit der Zelle alles in Ordnung ist. Zwei wichtige Proteine, die
hierbei eine Rolle spielen, sind p53 und pRb, zwei sogenannte Tumorsuppressoren. pRb
bindet den Transkriptionsfaktor E2F und inhibiert diesen. E2F aktiviert die Transkrip-
tion von Genen, die Proteine codieren, die fu¨r den Eintritt der Zellen in die S-Phase
beno¨tigt werden. Wird pRb phosyphoryliert, so lo¨st sich die Bindung von pRb und
E2F und die S-Phase wird initiiert. Die Phosphorylierung von pRb erfolgt z.B. duch
extrazellula¨re Signale wie Mitogene. p53 hingegen wird in unbescha¨digten Zellen schnell
abgebaut und liegt somit nur in geringer Konzentration vor. Treten jedoch DNA-Scha¨den
auf, so akkumuliert p53 und aktiviert die Transkription einer Reihe von Genen, die den
Zellzyklus arretieren. Kann die bescha¨digte DNA nicht repariert werden, so induziert
p53 die Apoptose. (Nach [1].)
Durch das sogenannte large-T-Antigen, ein Protein des SV40 (Simian Virus 40), werden
sowohl p53 [12], [38] als auch pRb [16] gebunden und inaktiviert. Dies hat zur Folge, dass
die infizierten Zellen unabha¨ngig von a¨ußeren Stimuli und DNA-Scha¨den rasch prolife-
rieren. Das large-T-Antigen des SV40 ist deshalb das zweite Protein, dessen Gensequenz
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u¨ber einen lentiviralen Vektor in die hCMEC/D3 Zellen eingebracht wurde um diese zu
immortalisieren.
Wie man sich vorstellen kann, birgt diese Form der Herstellung immortalisierter Zellen
gewisse Risiken. Durch die Inhibition von p53 und pRb unterliegt die Zellproliferation
einer geringeren Kontrolle. DNA-Scha¨den werden von den Zellen ignoriert und ko¨nnen
akkumulieren. Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass Mutationen beider Proteine mit
Krebs assoziiert sind. Die immortalisierte Zelllinie hCMEC/D3 ist jedoch keine Krebs-
Zelllinie: hCMEC/D3-Zellen bilden Monolayer in Zellkulturflaschen und unterliegen ei-
ner Kontakt-Inhibition, wenn sie konfluent werden. Dies sind Eigenschaften, die bei der
Transformation zu Krebs-Zellen verloren gingen. Heutzutage entspricht die Vorstellung
der Krebsentstehung einer Mehrschritt-Theorie, die besagt, dass eine Zelle mehrerer ver-
schiedener krebsbegu¨nstigender Mutationen bedarf, bis sich ein bo¨sartiger Tumor bildet.
Allerdings ist die Immortalisierung ein kritischer Schritt bei der Tumorigenese [28].
9 Diskussion der angewandten Methoden
9.1 NO-Messung
In dieser Arbeit kamen zwei unterschiedliche Methoden zur Messung von Nitrat und
Nitrit als stabile Endprodukte von NO zum Einsatz. Zum einen wurde der Griess-Assay
angewandt, ein kolorimetrischer Test zur Quantifizierung von Nitrit, dem eine enzy-
matische Reduktion von Nitrat zu Nitrit vorangestellt wurde. Zum anderen wurde eine
Reduktion des Nitrats zu Nitrit durch elementares Cadmium und die anschließende Mes-
sung des Nitrits mittels GC-MS durchgefu¨hrt. Die zweite Methode wurde gewa¨hlt, da
sich im Griess-Assay bei der Messung der Hauptversuchsreihe die Unterschiede zwischen
dem Zellmedium, in dem die Standard-Nitrat/Nitrit-Gerade angesetzt wurde, und den
Proben nicht darstellen ließen. Deshalb wurde versucht ein niedrigeres Detektionslimit
mit dem GC-MS zu erreichen um die Unterschiede darstellen zu ko¨nnen. Jedoch wurde
gleichzeitig dazu u¨bergegangen, die Standard-Eichgerade nicht in Zellmedium sondern
in Wasser anzusetzen und den Wert des reinen Zellmediums extra zu messen. Somit
wurden mit dem GC-MS sinnvolle Ergebnisse erzielt und die Messungen konnten ausge-
wertet werden. Ob diese Methode allerdings tatsa¨chlich dem Griess-Assay u¨berlegen ist,
bleibt ungekla¨rt. Vermutlich ha¨tte man die gleichen Ergebnisse erzielt, wenn man beim
Griess-Assay die Standard-Eichgerade in Wasser und nicht in Zellmedium angesetzt
ha¨tte. Dort, wo sich die Ergebnisse von Griess-Assay und GC-MS-Messung vergleichen
lassen, sind sie zueinander stimmig: Der ho¨chste Wert von Nitrat und Nitrit wurde mit
beiden Messungen in der Kontrolle der Versuchsreihe mit 1 MAK Isofluran erzielt und
mit beiden Methoden waren die Werte der Versuchsreihe mit 1 MAK Isofluran deutlich
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u¨ber den Werten der anderen Proben, die sich zum Teil nur sehr wenig von dem Wert
in reinem Zellmedium unterscheiden.
9.2 Western Blot
Auch beim Western Blot kamen zwei unterschiedliche Detektions-Methoden zum Ein-
satz. Bei der einen Methode handelt es sich um die herko¨mmliche Methode mit einem 2.
Antiko¨rper, der an HRP (Peroxidase aus Meerrettich) gekoppelt ist. Zur Detektion der
Banden wird eine Luminol-Peroxid-Lo¨sung auf die Membran gegeben, die als Substrat
fu¨r die HRP dient. Luminol wird dabei oxidiert und in einen angeregten Zustand ver-
setzt. Beim U¨bergang in den Grundzustand wird Licht emittiert. Dieses wird mit einem
Film in der Dunkelkammer detektiert und durch die Entwicklung des Films sichtbar
gemacht. Somit ist bei dieser Art der Detektion ein Versta¨rkungsschritt eingebaut: die
HRP bleibt solang aktiv, wie Substrat vorhanden ist und solange wird auch Licht emit-
tiert. Das bedeutet, dass Unterschiede in den Gro¨ßen der Banden mit dieser Methode
versta¨rkt werden.
Die zweite Detektionsmethode verwendet einen 2. Antiko¨rper, der an einen Infrarot-
Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt ist. Der Infrarot-Fluoreszenz-Farbstoff wird im
”
Odys-
sey Infrared Imaging System“ durch einen Laser auf einer Wellenla¨nge angeregt und
gibt dabei energiea¨rmeres Licht einer la¨ngeren Wellenla¨nge ab. Dieses wird detektiert,
aber nur genau an der Stelle, an der der Farbstoff u¨ber die Antiko¨rper an die Membran
gebunden vorliegt. Dadurch fallen die absoluten Unterschiede der detektierten Inten-
sita¨ten geringer aus als bei der Chemielumineszenz-Methode, was es bei so schwachen
Banden wie der eNOS mo¨glicherweise erschwert, signifikante Ergebnisse zu erzielen. Je-
doch hat diese Methode einen anderen Vorteil: man kann gleichzeitig zwei verschiedene
Proteine mit zwei unterschiedlichen IR-Farbstoffen detektieren und quantifizieren. In
dieser Arbeit wurde dies dazu genu¨tzt, eine Normalisierung auf β-Aktin durchzufu¨hren,
ein
”
Houskeeping-Protein“, von dem man annimmt, dass die Expression unter den mei-
sten Bedingungen konstant bleibt. Jedoch ist auch die Normalisierung auf β-Aktin nicht
ganz unumstritten, da sehr wohl Bedingungen bekannt sind, die die Expression von β-
Aktin beeinflussen. (Fu¨r eine kritische Hinterfragung der Methode siehe [2].) In diesem
Zusammenhang sollte nicht unerwa¨hnt bleiben, dass in HUVEC (human umbilical vein
endothelial cells) gezeigt wurde, dass die Expression von β-Aktin unter Hypoxie ab-
nimmt [48]. Wa¨re dies in hCMEC/D3 der Fall, so sollte die Normalisierung auf β-Aktin
der Detektion einer signifikanten eNOS-Expressions-Minderung unter Hypoxie entge-
genwirken, was bei uns jedoch nicht der Fall war. Bei der Auswertung der Ergebnisse
dieser Arbeit machte es keinen Unterschied, ob auf β-Aktin normalisiert wurde oder
nicht. Allerdings erlaubte die gleichzeitige Detektion der iNOS(-Positivkontrolle) mit
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β-Aktin die Aussage, dass hCMEC/D3 unter keiner der getesteten Bedingungen eine
detektierbare Menge an iNOS exprimieren.
10 Diskussion der Ergebnisse
10.1 Isofluran und Sevofluran haben keinen Effekt auf die NO-
Produktion und die Expression der NO-Synthasen
Das Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, ob wiederholte Expositionen der humanen
zerebralen Endothelzellen hCMEC/D3 mit Isofluran oder Sevofluran einen sukzessiven
Anstieg der NO-Produktion durch vermehrte Expression oder gesteigerte Aktivita¨t einer
oder mehrerer der NO-Synthasen zur Folge haben.
Betrachtet man die NO-Produktion, so fa¨llt auf, dass die Werte der Gruppen, die mit
1 MAK Isofluran begast wurden, ho¨her liegen als die Werte der anderen Gruppen,
na¨mlich etwa bei 21 nmol/ml. Jedoch wurde der ho¨chste Einzelwert mit 27,8 nmol/ml
in der Kontrolle gemessen, die mit der Versuchsreihe mit 1 MAK Isofluran zeitgleich
angezogen und geerntet wurde. (Dies wurde sowohl mit dem GC-MS als auch mit dem
Griess-Assay nachgewiesen.) Deshalb deutet dieses Ergebnis darauf hin, dass in der
Versuchsreihe mit 1 MAK Isofluran ein systematischer Fehler in Form einer Nitrat-
Verunreinigung vorlag. Betrachtet man hingegen die eNOS-Expression, so liegen hier die
Werte der Gruppen, die mit 2 MAK Sevofluran begast wurden, ho¨her als die Werte der
anderen Gruppen. Auch hier liegt allerdings die Kontrolle, die mit der Versuchsreihe mit
2 MAK Sevofluran zeitgleich angezogen und geerntet wurde, im selben Gro¨ßenbereich
wie die Werte der mit 2 MAK Sevofluran begasten Zellen. Daru¨ber hinaus ist kein
Zusammenhang zwischen einer erho¨hten Expression der eNOS und einer vermehrten
NO-Produktion gegeben, da sich bei der NO-Produktion mit der Versuchsreihe mit 1
MAK Isofluran eine andere Versuchsreihe von den restlichen Gruppen abhebt als bei
der eNOS-Expression mit der Versuchsreihe mit 2 MAK Sevofluran. Die iNOS wurde
weder in der Kontrollgruppe noch in den begasten hCMEC/D3 detektiert. Deshalb ziehe
ich die Schlußfolgerung, dass in hCMEC/D3 durch die Begasungen keine Unterschiede
zur unbegasten Kontrollgruppe im Hinblick auf die NO-Produktion und die eNOS- und
iNOS-Expression ausgelo¨st werden. Mo¨gliche Ursachen fu¨r dieses Ergebnis wa¨ren:
• Der in Tierversuchen beobachtete Effekt ist nicht auf Endothelzellen zuru¨ckzu-
fu¨hren. Denkbar wa¨re z.B., dass die NO-Produktion nicht vom Endothel sondern
von Neuronen oder Gliazellen ausgeht. Somit wa¨re der Effekt in Tierversuchen
vorhanden, nicht jedoch in Zellkultur zerebraler Endothelzellen. Da die Endothel-
zellen aber direkt am Ort der Wirkung, na¨mlich den Blutgefa¨ßen, lokalisiert sind,
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ist die Annahme durchaus logisch, dass Endothelzellen diesen Effekt hervorrufen.
Daru¨ber hinaus ist die endotheliale NO-Synthase ein mo¨glicher Kandidat fu¨r die
Isofluran- und Sevofluran- vermittelte zerebrale Vasodilatation, wohingegen die
neuronale NO-Synthase bereits ausgeschlossen wurde. (Siehe Kapitel 2.5.)
• Obwohl die verwendete Zellkultur der hCMEC/D3-Zellen bis zu einer Passage von
34 keiner offensichtlichen Dedifferenzierung unterlag [65], so ist dennoch nicht aus-
geschlossen, dass manche Eigenschaften der zerebralen Endothelzellen in Zellkultur
nicht erhalten bleiben. Dass dies in unserem Fall aber entscheidend fu¨r den Aus-
gang der Experimente ist, zeigt die Tatsache, dass die vermehrte NO-Produktion
und die damit verbundene Vasodilatation durch Isofluran und Sevofluran nur im
Gehirn und nicht in anderen Organen auftritt [6].
• Daru¨ber hinaus ist ein wichtiger Detektions-Mechanismus fu¨r DNA-Scha¨den mit
der Inhibition von p53 durch das large-T-Antigen des SV40 in den hCMEC/D3-
Zellen ausgeschalten, was zur Folge haben ko¨nnte, dass Mutationen unbehoben
bleiben. Das bedeutet, dass die fu¨r dieses Experiment gezu¨chteten hCMEC/D3
in Passage 34 evtl. bereits einen anderen Phenotyp aufweisen ko¨nnten als die
hCMEC/D3, die von Weksler et all bei ihrer Vero¨ffentlichung [65] untersucht wur-
den. Leider war es in unserem Labor nicht mo¨glich, die Experimente mit Zellen in
niedrigeren Passagen als Passage > 34 durchzufu¨hren.
• Auch wa¨re denkbar, dass die Unterschiede zwischen Erwartung und Ergebnis dieser
Versuchsreihe durch Unterschiede in der Reaktion auf Isofluran und Sevofluran
zwischen den Versuchstieren (Ma¨use und Ratten) und Menschen bedingt sind.
Dies halte ich allerdings fu¨r unwahrscheinlich, da die in der Einleitung erwa¨hnte
Beobachtung, dass der zerebrale Blutfluss unter Sevofluran- bzw. Isofluran-Narkose
weniger abnimmt als der zerebrale Sauerstoff-Verbrauch [3], was einer relativen
Vasodilatation entspricht, an Menschen gemacht wurde.
10.2 Unter Hypoxie nimmt die Expression der eNOS ab
Nachdem mit der Versuchsreihe mit Isofluran und Sevofluran keine Unterschiede in der
Expression der NO-Synthasen bewiesen werden konnten, wurde gezielt nach Bedingun-
gen gesucht, durch die sich Unterschiede provozieren lassen. Dies sollte vor allem dazu
dienen, zu beweisen, dass wir Unterschiede detektiert ha¨tten, wa¨ren welche vorhanden.
Nachdem bereits durch mehrere Vero¨ffentlichungen gezeigt wurde, dass sich die eNOS
und die iNOS in ihrer Expression durch Hypoxie beeinflussen lassen, haben wir ebenfalls
die Hypoxie gewa¨hlt.
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Bereits nach der Western Blot Analyse von jeweils n = 3 Zellkulturflaschen hatten wir
auf einem Signifikanzniveau von p = 0,05 eine deutliche Abnahme der eNOS-Expression
unter 24-stu¨ndiger Hypoxie detektiert. Nachdem die iNOS nach 24-stu¨ndiger Hypoxie
ebenfalls nicht von den hCMEC/D3-Zellen exprimiert wurde, haben wir die Versuchs-
durchfu¨hrung variiert und eine Reoxygenierungsphase von bis zu 48h mit eingeschlossen.
Hintergedanke war hierbei, dass beim ischa¨mischen Schlaganfall gezeigt wurde, dass die
eNOS und die nNOS in der akuten Phase [32], die iNOS hingegen zeitverzo¨gert in der
post-ischa¨mischen Phase eine Rolle spielt [34]. Jedoch konnte die iNOS auch in der
Reoxygenierungsphase nicht detektiert werden.
Die Abnahme der eNOS unter 24-stu¨ndiger Hypoxie wurde durch die zusa¨tzlich un-
tersuchten Zellkulturflaschen signifikant (p < 0,05), womit bewiesen wurde, dass durch
meine Arbeit signifikante Unterschiede detektiert werden, falls vorhanden. Auch ließ
sich eine zeitabha¨ngige Kurve der eNOS-Expression nach Hypoxie ableiten, die besagt,
dass die Expression der eNOS unter Reoxygenierung zuna¨chst weiter abnimmt, bevor
sie nach 24-stu¨ndiger Reoxygenierung wieder ansteigt.
10.3 Kritische Hinterfragung der Ergebnisse
Vergleicht man die unter Hypoxie erzielten Ergebnisse dieser Arbeit mit bereits vero¨ffent-
lichten Ergebnisse aus der Literatur, so deckt sich das Ergebnis, dass die eNOS-Expression
unter Hypoxie abnimmt, mit den Ergebnissen, die in HUVEC (human umbilical vein
endothelial cells) [48] und in HMEC-1 (human dermal microvessel endothelial cells) [44]
erzielt wurden. Sieht man sich jedoch die eNOS-Expression in prima¨ren Kulturen zere-
braler Endothelzellen aus Rindern (BBMEC) an, so steigt diese unter Hypoxie leicht,
wenn auch nicht signifikant, an. [41]. Dieses unterschiedliche Verhalten von zerebralen
und nicht-zerebralen Endothelzellen wa¨re durchaus denkbar, zum einen, weil sich die
Endothelzellen des ZNS durch die Bildung der BHS in ihren Eigenschaften von den
Endothelzellen des restlichen Ko¨rpers unterscheiden und zum anderen da auch die ge-
steigerte NO-Produktion bei Isofluran- und Sevofluran-Narkose nur im zerebralen Cortex
und nicht in anderen Organen (Leber, Herz, Nieren, ...) auftritt [6].
Betrachtet man hingegen die iNOS, so sieht man, dass die iNOS unter Hypoxie signifi-
kant ansteigt, egal ob in zerebralen oder dermalen Endothelzellen [41], [44].
Diese Vergleiche mit der Literatur deuten darauf hin, dass die von uns verwendeten
hCMEC/D3-Zellen weder in Bezug auf die iNOS, noch in Bezug auf die eNOS so rea-
giert haben, wie man das von zerebralen Endothelzellen erwarten wu¨rde. Deshalb stellt
sich die Frage, ob die von uns verwendeten hCMEC/D3-Zellen die tatsa¨chlichen Gege-
benheiten der humanen zerebralen BHS-bildenden Endothelzellen wiederspiegeln.
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10.4 Ausblicke
In Bezug auf die Hypoxie-Experimente wa¨re es interessant zu untersuchen, ob die Ex-
pression der iNOS nach Hypoxie eventuell erst zu einem spa¨teren Zeitpunkt erfolgt: in
Ma¨usen wurde gezeigt, dass die ho¨chste iNOS-Expression erst 96 Stunden nach dem
ischa¨mischen Ereignis erfolgte [34]. Dies ist jedoch eher unwahrscheinlich, denn mittels
RT-PCR war die iNOS mRNA auch nach 48 Stunden bereits nachweisbar.
Daru¨ber hinaus wa¨re es interessant zu untersuchen, ob man in prima¨ren Kulturen von
zerebralen Endothelzellen (z.B. von Rindern oder Schweinen) eine Reaktion auf die Ex-
position mit volatilen Ana¨sthetika erzielen kann. Es wa¨re ebenso interessant zu sehen,
welches Ergebnis man in Bezug auf die Hypoxie mit prima¨ren Kulturen zerebraler Endo-
thelzellen erhalten wu¨rde.
Außerdem ko¨nnte man indirekt die Wirkung volatiler Ana¨sthetika auf die eNOS-Ex-
pression in hCMEC/D3-Zellen testen, in dem man untersucht, ob volatile Ana¨sthetika
die Reduktion der eNOS-Expression unter Hypoxie verringern ko¨nnen.
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Zusammenfassung
In dieser Arbeit sollte die in vivo beobachtete zerebrale Vasodilatation durch NO-Pro-
duktion als Folge von volatilen Ana¨sthetika auf ein in vitro Modell aus humanen ze-
rebralen Endothelzellen u¨bertragen und genauer charakterisiert werden. Insbesondere
sollte einem gesteigerten Effekt bei mehrmaligen Expositionen nachgegangen werden.
Dafu¨r wurden humane zerebrale Endothelzellen mehrfach volatilen Ana¨sthetika ausge-
setzt und jeweils die NO-Produktion im Zellmedium sowie die eNOS- und die iNOS-
Expression analysiert. Es konnte jedoch kein Effekt nachgewiesen werden.
Es bleibt unklar, worin dies begru¨ndet ist. Denkbar wa¨re zum einen, dass der in vivo be-
obachtete Effekt nicht auf Endothelzellen sondern auf Neuronen oder Glia-Zellen zuru¨ck-
zufu¨hren ist, zum anderen ko¨nnte es daran liegen, dass die komplexen BHS-spezifischen
Eigenschaften der Zelllinie hCMEC/D3 in Kultur einer Dedifferenzierung unterliegen.
Anhand von Versuchen mit Hypoxie wurde daru¨ber hinaus gezeigt, dass signifikante
Unterschiede in der eNOS-Expression in unseren Versuchen messbar sind, wenn vorhan-
den. Das Verhalten der hCMEC/D3, der hier verwendeten zerebralen Endothelzelllinie,
konnte jedoch nicht eindeutig dem in der Literatur beschriebenen Verhalten anderer ze-
rebraler Endothelzellen oder Endothelzellen anderer Ko¨rperregionen zugeordnet werden,
was eher dafu¨r spricht, dass die hCMEC/D3 einer Dedifferenzierung unterlagen.
Ku¨nftige Untersuchungen mit nicht immortalisierten zerebralen Endothelzellen ko¨nnen
u¨ber den Zusammenhang zwischen Expositionen mit volatilen Ana¨sthetika und der




























β-Nicotinamide adenine dinucleotide 2’-phosphate




BSA Standard for Protein Assay
Uptima, Interchim
(Montlucon, France)
Capillary Column Restek 13623-127 Rxi-5Sil MS
w/10 m Integra-Guard Column (La¨nge 30 m,
Durchmesser 250 µm, Film-Dicke 0,25 µm)
Restek (Bad Homburg)
Collagen R Typ I Solution PAN-Biotech (Aidenbach)
Combitips plus Eppendorf (Hamburg)
Corning 15 ml Centrifuge Tube Sigma-Aldrich (Steinheim)
Corning 75 cm2 Cell Culture Flask Sigma-Aldrich (Steinheim)




Deoxycholic Acid Sigma-Aldrich (Steinheim)
D-Glucose 6-phosphate disodium salt hydrate Sigma-Aldrich (Steinheim)
Dinatriumhydrogenphosphat Merck (Darmstadt)
EGM-2 Endothelial Cell Growth Medium-2 Lonza (Verviers, Belgien)





Forene (Isofluran) Abbott (Wiesbaden)
Glucose-6-phosphate Dehydrogenase Sigma-Aldrich (Steinheim)









Safe-Skin Purple Nitrile“ Kimberly-Clark (Koblenz)
Handschuhe ‘Safe-Skin Satin Plus’ Kimberly-Clark (Koblenz)
























Normkanu¨len Gr. 1 gelb 20G
Seidel Medipool
(Gauting-Buchendorf)




NuPAGE Antioxidant Invitrogen (Karsruhe)
NuPAGE LDS Sample Buffer Invitrogen (Karsruhe)
NuPAGE Novex 3-8 % Tris-Acetate Gel Invitrogen (Karsruhe)
NuPAGE Reducing Agent Invitrogen (Karsruhe)
NuPAGE Tris-Acetate SDS Running Buffer Invitrogen (Karsruhe)
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Fermentas (St. Leon-Rot)
PBS PAA Laboratories (Co¨lbe)
Pentafluorbenzylbromid Sigma-Aldrich (Steinheim)








Precision Plus Protein Prestained Standard
Bio-Rad Laboratories
(Mu¨nchen)
Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche (Mannheim)
SDS Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sevorane (Sevofluran) Abbott (Wiesbaden)
Sucofin Magermilchpulver TSI (Zeven)
Toluol Merck (Darmstadt)
Tris USB (Bad Homburg)
Trypsin/EDTA PAA Laboratories (Co¨lbe)





5973 Mass-Selective Detector Agilent
6890 GC Method Plus Agilent
Biofuge pico Heraeus Instruments
Brutschra¨nke (normal und fu¨r Hypoxie) Heraeus Instruments
Capnomac Ultima Datex Engstrom
Electrophoresis Power Supply EPS 500/400 Pharmacia FineChemicals
EMax Precision Microplate Reader Molecular Devices
GFL-3025 Reagenzglas Rotator GFL
Heizplatte (mit Ru¨hrer) MR 3001 Heidolph
Megafuge 1,0R Heraeus Instruments
Mikroskop Fluovert Leica
Narkosegera¨t Trajan 808 Dra¨ger
Neubauer-Za¨hlkammer W.Schreck, Hofheim
Odyssey Infrared Imaging System LI-COR Biosciences
PH-Meter ph530 WTW
Pipetten (1000/200/20/10 µl) Gilson
Pra¨zitherm Heizplatte PZ35 Harry Gestigkeit
Schu¨ttelgera¨t Heidolph
Schu¨ttelgera¨t Edmund Bu¨hler
Sterilbank BSB4 Gelair Flow Laboratories
Thermomixer 5436 Eppendorf
Varioklav Dampfsterilisator H & P Labortechnik
Vortex IKA MS1 Minishaker IKA
Wa¨rmeschrank Heraeus Instruments
Waagen Sartorius
XCell II Blot Module CE Mark Invitrogen
XCell SureLock Mini-Cell Invitrogen






Immortalisierte, humane, adulte, zerebrale Endothelzellen








IRDye 680 Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L)
LI-COR Biosciences (Bad
Homburg)
IRDye 800CW Donkey Anti-Mouse IgG (H+L)
LI-COR Biosciences (Bad
Homburg)
Monoclonal Anti-β-Actin antibody produced in
mouse
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Monoclonal Anti-Nitric Oxide Synthase
Endothelial antibody produced in mouse
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Peroxidase-conjugated AffiniPure F(ab’)2




11.5 Puffer und Stammlo¨sungen
Conversion Buffer: 3,8 mg Glucose-6-Phosphat
2 Units Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
1 Unit Nitratreduktase
in 5 ml Na-Phosphat-Puffer, 14 mM, pH 7,4 lo¨sen
Na-Phosphat-Puffer, 14 mM: 1,01 g Na2HPO4 x 2 H2O
184 mg NaH2PO4 x 1 H2O
in H2O lo¨sen, pH auf 7,4 einstellen,
mit H2O auf 500 ml auffu¨llen
RIPA-Puffer: 1 x PBS mit 0,1 % SDS
1 % nonident p40 Detergent
5 g/l Deoxycholic Acid
10x PBS: 80 g NaCl
2 g KCl
21,6 g Na2HPO4 x 7 H2O
2 g KH2PO4
in H2O lo¨sen, pH auf 7,4 einstellen,
mit H2O auf 1 l auffu¨llen
TPBS/Milk-TPBS: 1 x PBS mit 0,1 % Tween 20
3 % Magermilchpulver
20x Transferpuffer: 10,2 g Bicine
13,1 g Bis-Tris (free base)
0,75 g EDTA
mit H2O auf 125 ml auffu¨llen
1x Transferpuffer: 50 ml 20 x Transferpuffer
1 ml NuPAGE Antixodant
100 ml Methanol bei Transfer von 1 Gel
200 ml Methanol bei Transfer von 2 Gelen
mit H2O auf 1 l auffu¨llen
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11.6 Software
Auswertung der Western Blots: Odyssey Infrared Imaging System;
Application Software Version 3.0
Auswertung der GC-MS-Daten: Agilent Technologies, Inc.;
Enhanced Chem Station E.02.00.493
Auswertung Microplate Reader: Molecular Devices; Softmax Version 2.34
Diagramme, Tabellen: Excel 2007
Literaturrecherche: PubMed
Statistik: SPSS 16.0









BSA Bovine Serum Albumin
EDTA Ethylendiamintetraessigsa¨ure (Titriplex III)
eNOS Endotheliale NO-Synthase
FBS Fetal Bovine Serum
GC Gaschromatograph
hEGF Human Epidermal Growth Factor
hFGF-B Human Fibroblast Growth Factor-basic
hTERT katalytische Untereinheit der humanen Telomerase


















SV 40 Simian Virus 40
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